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1. Uj immunkémiai eljarasok alkalmazasa a vastagbél daganatok sziirésére

A colorectalis daganatok a daganathaldlozasi statisztikdban a férfiakndl a masodik,
mig a noéknél az emldrakkal felvaltva az elsd, illetve masodik helyet foglaljak el. A
colorectalis daganatok az 0ssz daganatos megbetegedések 10-11%-at képezik, amely alapjan
ezen daganatok kezelése népegészségiigyi problémat jelent. A vastagbél daganatok 20-25 év
alatt rakel6z0 allapoton keresztiil alakulnak ki. Az idejekordn felfedezett daganat, illetve
vastagbél polip eltavolitasaval a daganat gyogyithatd. A vastagbél daganatok szlirését ezért a
Johan Béla Népegészségiigyi Program kiemelten tdmogatja és minden 50 év feletti nd és férfi
részére ajanlja a sziirésben vald részvételt. A szlirés a bélvérzés kimatatasara alapozodik,
amelyrdl azonban bebizonyosodott, hogy nem eléggé daganat specifikus. Az Orszagos
Onkologiai Intézet Kézponti Laboratoriumaban olyan 1) immunkémiai modszert dolgoztak ki,
amely segitségével a vastagbél daganatok jelenléte nagyobb biztonsaggal, nagyobb
gyakorisaggal mutathato ki. Az 0j szlrési eljaras 1ényege az anti-hemoglobin és anti-albumin
szérum egyiittes alkalmazasa a széklet mintdk vizsgalatara. A kettds immunkémiai fehérje
kimutatds alapjan 30%-kal tobb vastagbél volt azonosithatd, mint a bélvérzés kimutatdsan
alapuld modszerrel. Az eljaras szabadalmi bejelentése megtortént. Az uj kettds immunkémiai
sziirési modszer alkalmazéasatél a vastagbél daganatok hatékonyabb sziirése és ezaltal a
betegek gyogyulasi esélyének javulasa varhato.

A szlirési eredményeink alapjan az anti-human haemoglobin + albumin immunszérum
termékiinket az Orszagos Laboratoriumi Intézet j orvosi laboratéoriumi diagnosztikai
reagensként nyilvantartasba vette (OLI: OI-76429/2003).

2. Exfolialt sejtek genetikai azonositasa

A vastagbél daganatok korai felkutatdsara olyan nem invaziv sziird modszereket keresnek,
amely Osszefligg a daganat biologiai, genetikai sajatsdgaval. Ennek megfelelen specificitasa,
szenzitivitasa eléri vagy meghaladja a bélvérzésre alapoz6 sziiréseket. A vastagbél daganatbol
lesodrodo sejtek a széklettel iirtilnek, ezen exfolialt sejtekbdl izolalt DNS genetikai analizise
alkalmas lehet a vastagbél daganatok azonositasara.

A masok altal publikalt adatok és sajat vizsgalataink alapjan is bebizonyosodott, hogy a
leggyakoribb genetikai valtozas az APC gén inaktivalasa (mutacio, allel vesztés, metilacio),
illeetve a K-ras gén mutacié megjelenése.

A K-ras mutaciok gyakorisagat (54%) az APC inaktivalas mértéke meghaladja, amely
irodalmi adatok szerint a vastagbél daganatok 70%-aban manifesztalodik. Tovabbi
vizsgalataink ennek megfeleléen arra iranyultak, hogy az APC gén szomatikus valtozasait a
Magyarorszagon eléfordulé sporadikus vastagbél daganatos betegekben meghataroztuk.



Ennek érdekében az APC gén teljes kodold részét lefedd PCR termékek heteroduplex
analizisével azonositottuk a mutacidkat. A primer daganatokon végzett vizsgalatok alapjan
sikertilt feltérképezni a sporadikus vastagbél daganatokban eléfordulé APC inaktivalas teljes
spektrumdt. A primer daganatokban a mutaciok 66%-ban, mig az exfolialt sejtekbdl nyert
DNS mintdk 62%-ban detektdlhatok. Az APC mutacidok kozel azonos eléfordulasa a primer
daganatban ¢és az exfolidlt sejtekben (4% kiilonbség) azt jelzi, hogy az APC muticio
heteroduplex analizise alkalmas az exfolialt vastagbél daganat sejtek azonositasara.

3. Vastagbél daganatok genetikai sziirése
Orokletes, nonpolyposis vastagbél daganatos betegek genetikai vizsgaltata:

24, a Bethesda kritériumok szerint HNPCC tipusu vastagbél daganatos beteget vizsgaltunk. A
genomidlis DNS-t alvadasgatolt vérbol izolaltuk (Wizard Genomic DNA Purification Kit,
Promega A1120).

A hMLHI1 ¢és hMSH2 o6sszes exonjat (35) lefedd primer parokkal végzett PCR reakcid
termékeit eldszor SSCP, illetve heteroduplex analizissel vizsgaltuk (BioRad vertikalis
gélapparatus, MDE gél CAMBREX 506209) majd a normaltol eltéré mintdzatot ado
termékeket sense ¢€s antisense iranyban szekvenaltuk (PE Applied Biosystems: BigDye
Terminator Cycle Sequencing kit v.3.1; ABI-PRISM 310 Genetic Analyser).

A mutéciok azonositdsahoz a kdvetkezo internetes adatbazisokat hasznaltuk:

ICG-HNPCC Database (http://www.nfdht.nl/database.htm), The Human Gene Mutation
Database, Cardiff (http://archive.uwcm.ac.uk/uwem/mg/hgmd0.html), InSiGHT Database
(http://www.insight-group.org)

Jelentés eredménynek szamit, hogy 2 HNPCC-s betegen dupla mutaciot talaltunk:

A hMSH2 3-as exonban: cd127 Asn—Ser és a hMSH2 7-es exonban: ¢d422 Glu—STOP az
egyik beteg esetén (7.), valamint a hMLHI1 19-es exonban: cd716 Val—-Met és a hMSH2 13-
as exon-intron hatdron: 2210+1G—C a masik beteg (25.) esetén. Ez utdbbi beteg két
kiilonallo vastagbél daganattal rendelkezett. A két beteg hozzatartozoinak bevonasaval
csaladfa vizsgalatot végeztiink a mutaciok patogenetikai szerepének meghatarozasahoz.

1 esteben talaltunk mutéciot a hMLH1 2-es exonban: ¢d48 Gln—Pro (6.). Ezt a mutéciot
els6ként azonositottuk

9 esetben talaltunk polimorfizmust a hMSH2 1-es intronban: 211+9: C—G, 2 esetben
polimorfizmust a hMSH2 6-os exonban: cd 322 Gly—Asp, 1 esetben polimorfizmust a
HMSH?2 9-es intronban: 65092 A— T, valamint 1 esetben HMLHI1 polimorfizmust a hMLH1
14-es intronban: 50677 A—G

Csaladvizsgalat:

A 7. és 25. beteg csaladtagjait célzottan vizsgaltuk a benniik el6fordulé mutéciokra.

Az 1. csaladban a hMSH2 127-es kodon missense mutacidja konzervativ aminosavcserét
(Asn—Ser) eredményez, melyet korabban mar leirtak, és Onmagdban nem patogén
polimorfizmusként valosziniisitenek (Samowitz et al, Gastroenterology 121:830- (2001).
Onmagaban ezt az elvaltozéast hordozé csaladtagok nem betegek. A 422-es kodon nonsense



crer

tény a korai lancterminacié miatti funkciokiesést, illetve a mutacio patogén szerepét igazolja.

A 2. csaladban el6forduld genetikai elvaltozasok koziil a a hMLHI 716-os kodonjanak
4(1998). A hMSH2 13-as exon-intron hataran 1évé nukleotidcsere alternativ splice site-ot
eredményez, amely out of frame delécidohoz vezethet (Kurzawski et al. ] Med Genet 39: €65
(2002). Minthogy az egyik, illetve masik mutaciét Oonmagaban hordozd csalddtagok
egészségesek, feltételezziik, hogy a kettds mutacid egyiittes jelenléte vezet patogén
elvéltozashoz.

4. Vastagbél daganatok prognosztikai faktorainak vizsgalata

A vastagbél daganatok kialakuldsa paradigmaja annak, hogy az egymast kovetd genetikai

karosodasok hogyan vezetnek a daganat kialakuldsahoz.
Bebizonyosodott, hogy a sporadikus vastagbél daganatok kialakuldsa besorolhato 2 alternativ
genetikai utvonalba. A genotipizalads alapja a microsatellita instabilitds (MSI) jelenléte vagy
hidnya, metilacios mintézat jellegzetessége, aneuploidia jelenléte vagy hianya, APC, K-ras,
p53 mutaciok jelenléte.

Vizsgalatainkban ennek megfeleléen meghataroztuk a vastagbél daganatok: 1. MSI
statusat, 2. hMLH, p16, APC, DAPK, MGMT promoter régiok metilaltsagat, 3. metilacioban
résztvevd enzimek polimorfizmusat (MTHFR C677, A1298, MS2756), 4. APC, p53, K-ras
mutaciok azonositésa.

A vizsgalatasorozat alapvetd célkitlizése az volt, hogy a fenti markerek alapjan a vastagbél
daganatokat tipizaljuk. Osszefliggést kerestiink a klinikai stddium (Dukes’B, Dukes’C) a
daganat lokalizacioja (proximalis, distalis), valamint a jelzett valtozasok gyakorisaga kozott.

4.1. Vastagbél daganatok jellemzése microsatellita instabilitdas alapjdan

Vizsgalatainkban 37 MSI-L és MSI-S vastagbél daganat metilacioé és mutacids analizisét
végeztiik el. Megéllapitottuk, hogy a vizsgalt esetek 35%-a az MSI-L, mig 65% az MSI-S
altipusba tartozik. Vizsgéalatainkban a hMLH1 gén 9., 14., 17. exonjaiban mutattunk ki
polimorfizmust. A 14. exonban észlelt polimorfizmust a mi munkacsoportunk azonositotta
elészor. a hMSH2 gén 13 exonjaiban észlelt polimorfizmust is els6ként irjuk le. Az altalunk
azonositott, MMR géneket érintd 1) polimorfizmusok feltehetdleg csak a magyar populaciora
jellemzdek, funkciondlis jelentdségiik tovabbi vizsgélatot igényel.

4.2. Metilacios status meghatdrozdsa vastagbél daganatokban

A daganatok kialakulasdhoz a gén mutaciok mellett az un. Epigenetikus szabalyzo
mechanizmusok megvaltozasa is hozzajarul. A gén expresszid epigenetikus szabalyozasaban
meghataroztuk a sejtproliferacioban (p16) a DNS repairben (hMLH1, MGMT) ¢és a
metasztazis kialakuldsdban (DAPK, APC) résztvevd gének metilacios statusat.

Osszefiiggést kerestiink a vastagbél daganatok MSI statusa, gén metildcios mintazata,
valamint a gén mutaciok (APC, p53, K-ras) gyakorisaga kozott. Emlitésre mélto, hogy a
primer tumor metilaciés mintdzata megegyezik a keringd daganat sejtek, valamint a
szérumbdl izolalt DNS metilacids statusaval.



4.3. MTHFR, MS gén polimorfizmus vizsgdlata vastaghél daganatokban

Vizsgalataink alapveté célkitlizése a metilacioban szerepet jatsz6 methylen
tetrahydrofolate reduktdz (MTHFR) ¢s methionin synthase (MS) génpolimorfizmusok
meghatarozasa azzal a céllal, hogy Osszefiiggést keressiink a vastagbél daganatok metilacios
statusa ¢€s ezen gének jellegzetes polimorfizmusa kozott.

Az MTHFR 677 TT mutans genotipus a kontroll populdcioban nagyobb gyakorisaggal
fordul el6 (21,8%). Daganatokban TT genotipus gyakorisaga 13,5%-ra csdkken. Ennek
alapjan ezen polimorfizmus jelenléte védettséget szolgéltathat a vastagbél daganatok
kifejlodésére. Vizsgalataink eldsegithetik a vastagbél daganat kialakulasara fokozottan
érzékeny egyének azonositasat és ezaltal Utmutatdssal szolgalhatnak a kemoprevenciora
alkalmas személyek azonositasara.

A proximalis ¢és distalis daganatok eltérd microsatellita statusa és eltér6 MTHFR
polimorfizmusa alapjan prognézisuk és terapids érzékenységiik is eltéro.

Vizsgalati eredményeink alapjan a vastagbél daganatok progndzisdhoz, terdpias
érzékenységiik predikcidjara az MSI status, metilacios status és MTHFR polimorfizmus
meghatarozasa fontos informaciot szolgaltathat.
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